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Gala nin は ブ タ上部小 腸か ら単離さ れ た 29 アミ ノ 酸残基 か らな る新 し い 神経 ペ プチ ドで ある ． 本研
究で は， 単離ラ ッ ト膵渾流系を用 い て， gala nirlの グ ル コ ー ス 刺激下 ， イ ン ス リ ン ， C一 ペ プ チ ド放出に 及ぼ
す 影響 を検討 した． まず合成 gala nin を用 い ， gala nin C端特異 RIA系 を確立 し， gala nin 様免疫活性が，
ラ ッ トお よ びブ タ消化管， 膵 に 存在す る こ と を明ら か に し， 更に ゲ ル ろ過 に よ る 検討 に て ， ラ ッ ト膵 に お
い て は 1 25I．galanin に
一 致す る ピ ー ク と それ よ り大分子 の 二 つ ピ ー ク よ り 構成 され る こ と を 明ら か に し
た
． 単離ラ ッ ト膵液流実験 に お ける ， gala nin 単独刺激 で は， イ ン ス リ ン 基礎分泌抑制傾向と刺激終了後に
－ 相性の イ ン ス リ ン放 出を認 めた． こ の場合， グ ル カ ゴ ン 分泌お よ び ソ マ トス タチ ン分泌 へ の 影響は ほと
ん ど認 め られな か っ た ． ま た， 低濃度 グ ル コ ー ス く150m g ％う， 高濃度グ ル コ ー ス く錮O m g ％う刺激下 そ
れ ぞ れ に お い て ， 10
q 8 M gala nin の 投与 に よ り， イ ン ス リ ン， C－ ペ プ チ ド放出が抑制 され た ． 高濃度グル
コ ー ス 刺激下 で は， イ ン ス リ ン と Cペ プ チ ドの放出は， 10－7ノ ー 10－10M gala nin 投与に よ り容量 依存的に 抑
制さ れた ． 以上 の 結果， gala nin が膵牒 細胞 に お い て イ ン ス リ ン 分泌 に 抑制的に 作用 す る新 しい 神経 ペ プチ
ドで あ る こ と を明ら か に した ．
Key w ords galanin， is olated r at pan cre asperfusion， in sulin a nd C－peptide
r ele as e， gala nin radioim m u n o a ss ay
1983年， Tate m oto ら11は， C末端ア ミ ド構造 を指標
と す るペ プチ ド分離法 に よ り， ブタ上部小腸から29 アミ
ノ酸残基の ペ プ チ ドを単離 し， その ア ミ ノ 酸配列の N
末端が glycine， C 末端が ala nin eで ある こ と に より，
galanin と命名 し た
2l
． そ の 乳 ブ タ お よび げっ 歯動物
に お け る免疫組織学的研究， ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
くradioim m u n o a ss ay， RIAl に よ る研究で ， 組織内分
布お よ び局在が検討さ れ た． その 結果， gala nin は脳お
よ び腸管 に広範囲に 存在 す る神経 ペ プ チ ドで あ る こと
が明ら か に さ れた3卜引 ． 近年， ヒ ト消化管抑 OI， 副腎 川 ，
下部尿路系1 2りこおい て も gala nin 棟免疫活性 の 存在が
証明さ れ た． Galanin は， 化学 的検索法に よ り精製．単
離され た ペ プチ ド で あ る こ と か ら， その 生理 作用 に つ
い て は不明な点が多い ． 発見者 で あ る Tate m oto ら2J
は， ラ ッ ト腸管 ． 勝胱 の収縮， イ ヌ に お ける容量依存
A b breviations二 BノF， bo undlfr eニ B S A，
的な血 糖上昇作用 を報告 した ． その 後， 膵 ラ氏島周囲
に galanin 含有神経 が存在す る こ と 川 ， 各種動物にお
い て イ ン ス リ ン分泌 の 放出抑制作用1 3卜 川 な どが報告
さ れ， gala nin の膵 ホ ル モ ン に 及 ぼ す影響が示 唆され
た
．
そ こ で ，本研究で は gala nin の 生 理 作用 を追求する
研究 の 一 環 と して ， ま ず 合 成 gala nin を 用い ， 特異
R工A 系 を確 立 し， ラ ッ ト お よ び ブ タ 消化管， 膵 の
gala nin 様免疫活性 を検討 した． つ い で ， 単離 ラ ッ ト膵
湾流系を用 い て gala nin の 膵内分泌 に 及 ぼ す影響を検
討 した．
材料お よ び方法
工 ． ペ プチ ド
G ala nin お よび その 関連ペ プチ ド， ヒ ト pancr eatic
polypeptide くP Pl， ブタ n e u ropeptide Y くN P Y I，
bo vin e ser u m albu min三 CD N A， C O mple m e ntary
des o xyribo n u cletic acidニ G H， gr O Wth hor m on e三 G RP， ga Strin releasing peptideニ1R－CP，
im m u n o re a ctiv e C－peptideニI R－G， im m un or e a ctiv e glu c ago n三王R－Gal， im m u n ore a ctive
Gala nin の イ ン ス リ ン 分泌 に 及ぼ す影響
peptide YY くP Y Yl， V aSO a Ctiv eintestin al peptide
くVIP l， ラ ッ ト C
， ペ プチ ト I， Na －tyrO Sylated ラ ッ ト
C． ペ プチ ドー I， ソ マ トス タチ ン 14， Nq －tyr O Sylated ソ
マ トス タ チ ン ー14 はい ずれ も 静岡薬科大学生物薬品化
学教室に お い て ， 液相法 また は固相法に よ り化学合成
し， 使用前に その 純度 を証明し たも の で ある． ラ ッ ト
イ ン ス リ ン お よ び ブ タ グ ル カ ゴ ン は No v o社 よ り そ
れぞれ購入 し た．
1工． R IA
l ． 抗 gala nin 血 清の 作成
高純度合成 ブタ galaninlOm g と ウ シ血 清ア ル ブ ミ
ン くbo vin e s e ru m albu m umin， B S AHSigm a
Chemic al Co． ， St． Lo uis， U．S．A1 20 m g を冷蒸留水 2
mlに溶解 し， 10倍 当量 の 水溶性 カ ル ポ ジ イ ミ ド400
mg を添加， pH 6．5 に て 18時間反応 さ せ ， gala nin－
B S A結 合体 を作成 し た． こ れ を Sephade x G－10
tP har m a cia Fin eC he mical， Up ps ala ，Sw ede nl カ ラ
ム く2．1X90cmlで ゲ ル ろ過 し， 高分子童 画分 を集 め，
凍結乾燥 し gala nin－ B S A結合体 26m g を得 た． こ の
gala nin－B S A結合体3 m g を 生理 食塩水 1．5 mlに 溶
解し， CO mplete Fre u nd
，
s adju v a nt l．5 ml を加 えオ
ム ニ ミ キ サ ー で乳化 したの ち ， 3等分 し， 3 匹の 家兎
に注射免疫 した． 2週 間お き に 上 記の 半量 を用 い 注射
免疫 をく り返 し た結果， 1羽 の 家兎 に 高力価の 血清
R1985 を得た．
2 ． Galanin 特異 RIA系の 確立
上記抗 gala nin 血 清 R1985を用 い ， 合成 gala nin を
棲準抗原， 1 25I一 合成 gala nin を 標識抗原 と す る 特異
RI A系く抗血清の 最終希釈濃度 17
，
50 00倍う に よ り測
定し た． な お 標識抗原は ， ク ロ ラ ミ ン T 法に よ り標識
化をお こな い Sephade xG lO カ ラム に て 精製 した． 標
準希釈溶液と して，0，5％ BS A，0．025 Mエ チ レ ン ジ ア
ミ ン 四 酢酸 く和光純薬， 東京う， 0．1 4M 食 塩 を 含 む
0．01 M リン酸緩衝液 くpH 7．4うを伺 い ， この 溶液0．4
mlに 標準抗原溶液 く0．1 mり あ る い は 未知検体溶液
肌 1 mり， 希釈抗血 清溶液 肛 1 mlう， お よび 希釈標識
抗原溶液 く0．1 mり を添 加し， 混合後， 4
8
C a48時間
反応さ せ た． Bo u ndlFre eくBIFl 分離は 5％ ポリ エ チ
レ ン グリ コ ー ル を用 い る 二 抗体法 に よ り行 っ た ． 乱
本系の 最小検出限界 は 4fm oltube で あ っ た 個 1l．
3 ■ イ ン ス リ ン R工A系
ラ ッ トイ ン ス リ ン くNo v o Res e a r ch In stitute，
Cope nhagen， De n markl を標準抗原 と し， モ ル モ ッ ト
抗 ブ タ イ ン ス リ ン 血 清 く最終希 釈 濃度 160，000
gala nin三工RI， im mun o r e a ctiv eins ulinニ N P Y，
861
十割 ， 1 2 5I－イ ン ス リ ン げ イ ナ ポ ッ ト社， Tokyo ，Japa n
う を用 い 確立 した R工A系に よ り測定 した．
4 － ラ ッ ト C ペ プチ ド特異 RI A系
標準抗原 と し ては， 合成 ラ ッ ト Cペ プ チ ト I， 抗血
清に は家兎抗 ラ ッ トC－ ペ プ チ ト I血清 R 901， 標識抗
原 と し て 1 2 51－ ラ ッ ト C－ ペ プ チ ドー 工 と す る C 端特異
R IA系 に よ り行 っ た ． こ の系は， Cペ プチ ド王 とIlを
同時に 認識す る が ttpeptide A
，，
は認識され な い 系で
ある 潮 ．
5 ． グル カ ゴ ン R工A系
既報 に 準 LI， ブ タ グ ル カ ゴ ン くNov o Re se a r ch
In stitute， Cope nhagen， Den ma rkl を標準抗凰 抗グ
ル カ ゴ ン 血清 O AL 123く最終希釈濃度140， 00イ割
く大塚ア ッ セ イ研究所 を用い る RI A系に よ り行 い，
BノF分離は デ キ ス トラ ン ー 炭末法に よ り行 っ た 瑚
．
6 ． ソ マ トス タ チ ン RI A系
ソ マ ト ス タ チ ン ー14を標 準抗 原， 1 25ト N軋tyro －
Sylated－ ソ マ トス タ チ ン ー14を標識抗原と し， 抗ソ マ ト
ス タ チ ン ー14 血清 く最終希釈濃度 60，000倍1 を用 い る
R工A系に よ り行 っ た 抑 ．
皿 ． 組織 の 抽出
ブ タ組織 は， ブ タ を窒素ガス に て窒息死 させ た の ち，
た だ ちに 摘出 した
．
ラ ッ トは， ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ
ト く体重 こ200へ 250glを用 い 24時間絶食後， 無麻酔
下で断頭 し， た だ ち に臓器 を摘出 した． 組織は秤量後，
Sta nda rd o rSa mple O．1 ml
Antigala nin se r u mくR 19851 0．1 mi
J25トgala nin く5000cpm1 0．1 mi
Sta nda rd dilu e nt O．4 ml
in c ubatio nfor4B hr at4 C
No r m alrabbit se r u m O．1 ml
Anti－T globuiin ser u m O．1 m1
5 ％polyethyle n eglyc ol O．5 ml
in c ubatio nfor30 min at4C




Co u nt pr e cIPltatio n
Fig． 1． Flo w she et of RIAspecificfor galanin ．
Sta nda rd dilu e ntこ 0．01 M pho sphate buffer
C O ntaining O．025 M E DT A， 0．1 M NaCla nd O．5％
BS A．
ne uropeptide Yニ P P， pan Cr e atic poly peptide三
RIA， radioim mun o a s s ay ニV IP， Va S O a Ctiv eintestin alpoly peptide．
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水冷下 5 卑 10倍量の 0．1 M酢酸の 存在 で ホ モ ジナ イ
ズ した ． ホ モ ジネ ー トは沸騰水浴中で 10分間加熱後，
冷却， 氷酢酸を加 え， 最終濃度 を 1．O M と した． これ
を4
0
C， 3，00回 転に て 30分間遠心 し， 上清 を分離，
残淀を 1．O M酢酸で洗浄 した． 上清 な らびに 洗液を合
わ せ て凍結乾燥 し， R工A用 検体 と した ． 測定 に 際 して，
検体は 0．01 M リン酸凍衝液 くpE 7．4J に 溶解 した．
N ． ゲ ル ろ過法
Gala nin の 組織内分子型 を み る た め に ， ブ タ 及 び
ラ ッ ト膵組織抽出物 を用 い て ゲ ル ろ過 を 行い 検討 し
た． 上 述の 組織抽出検体 を3 M酢酸に 溶解後 ， 不溶物
を遠 心 分離 し， 上 清 を Sephade x G 50 s upe rfine
くPha r m a cia Fin e Che mic al， Up ps ala ， Sw ede nl
く1．OX90．Oc mコ カラ ム に 添加 して ゲ ル ろ過を行 っ た ．
溶出液と し て 3 M酢酸 をも ち い ， 溶出液 を各1．2ml画
分と して採取後， 凍結乾燥 し RI A 用検体と した．
マ ． 単離 ラ ッ ト膵液流 実験
体重 200句 250g の ウイ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト を用い，
飲水を制限せず約 20時間絶食 した後， ベ ン ト パ ル ビ
タ ー ル 50m gノkg を 腹腔 内投与 に よ り 麻酔 し た．
Grodsky らの 方法
2 1りこ準 じ， 膵 を摘出し単離 ラ ッ ト膵
港流標本を作成 した． 濯流液 に は，9 5％ 02－ 5％ C O2で
飽和 し pH 7．4， 3アC に 調整 した 4 ％デ キ ス ト ラ ン 70
く名糖産業， Tokyo ，Japa nl， グル コ ー ス を含む Kr ebs
Ringe r Bic a rbo n ate緩衝液 を 用い た． 腹腔動脈の カ
ニ ュ ー レ よ り2．5mlノmin の流速 で濯流 し た． 門脈 の
カ ニ ュ レ ー シ ョ ン に より 得た湾流液は， 1分毎に アプ
ロ チ ニ ン を添加 した ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 水 冷下 で採取
し， 測定 まで － 30
0
C に 凍結保存 した ．
W ． 潅流実験 に お け る ペ プ チ ドの 投与法
合成ブ タ gala nin は， 1M 酢酸に 溶解後 ，0．2％ BS A
含 む生理的食塩水で希釈 し， 目的 とす る濃度 に 調整 し
た． Gala nin の投与は， イ ン ス リ ン の 基礎分泌が安定し
た 後， 側 管か ら イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ CHa rn ard
Appa ratu s， M ode1 9751 に て 0．1mlノmin の流量 で注
入 した． イ ン ス リ ン 分泌刺激 は 150m g ％お よ び 300
m g％グル コ ー ス の 投与 に より行 っ た ．
W ． 統計学的検定法
ペ プ チ ドと高波度グル コ ー ス の 同時投与 に お け るイ
ン ス リ ン お よ び C－ ペ プチ ド の 放出量 は ， グ ル コ ー ス 投
与後 の 0 旬 5分 を第1 相， 5 一 句 20分間 を第 2 相 と し
た
． 第1相， 第2相の それ ぞ れイ ン ス リ ン お よび C－ ペ
プチ ド放出量と， 第1相， 第 2相の イ ン ス リ ン 放出総
量 を対照群 と比較 した． なお ， 得 られ た数値 はす べ て
平均値 士標準誤差 で あ らわ した． 推 計学的処 理 に は
Stude nt の t検定 を用い ， 5％未満 の危険率 を も っ て
有意と した ．
成 績
工 ． 杭 ブタ gala niェ 血 清と R 工A系 の 確立
Gala nin－ B S A結合体 を抗原と して 用 い ， 家兎に 免疫
した 結果， 1匹 の家兎 より高力価の 抗 ブ タ gala nin血
清 R 1985 が得 られ た． 本抗血清 R 1985の 主 要抗原認識
部位 を各種合成 galanin 関連 ペ プ チ ド の 交差反 応性に
基 づ き 検討 し た と こ ろ， gala nin く3－29位I， gala nin
く10－29位l， galanin く15－29位1の 用 量 反応曲線は， い
ずれ も gala nin く1 － 291の それ に 一 致 し， 同等の 交差
反 応性 を示 し た． した が っ て ， 抗血 清 R1985の 主要抗
原認識部位 は， C 末端 15－29配列以内 に存在する こと
が 明 らか に な っ た ． また， gala nin の C 端構造と類似の
C端構造 を もつ n e u r okinin A， n e u r Okinin B， n e ur O．
m edin B， Substa n c eP お よ び ga strin r el a slng
peptide くG RPl の ほか ， NP Y， P Y Y， V IPの 交差反
応性 は 0．02％以下 で あ っ た ． 膵ホ ル モ ン で あるイ ンス
リ ン ， グ ル カ ゴ ン ， ソ マ トス タチ ン ．1 4， ヒ トP P との
交差 反 応性 も認 め ら れ な か っ た ． こ こ に 本坑 血清
R1985 を 用い ， 合 成 gala nin を標 準抗原， 1 25I 一合成
gala ninを棲識抗原 と す る galanin C端特異 RIA を
確立す る に い た っ た く図 21．
工王 ． ラ ッ ト， ブタ 組織内 gala nin 様免疫活性と存在
様式
本研究の gala nin 特異 RI A系を用 い ， ラ ッ トお よび
ブタ抽出物中の galanin 棟免疫活性濃度 を測定した．
ラ ッ トお よび ブ タ消化管組織全体 に gala nin 様免疫活
性を認め た く表1， 2う． ブ タ に 比較 し ラ ッ ト消化管に
お ける免疫活性濃度 は低値 で ある が， 食道 を除く消化
管全体に ほぼ 均 一 に 免疫活性 を認め た． 一 方ブタ では，
免疫活性濃度 は， 胃噴門弧 下部消化管 に 高値 を認め
た． こ の結果 は， Bishop ら91に よ り報 告され た各組織
に お ける gala nin 様免疫活性濃度よ り やや 低値 で ある
が， 組織内分布 は， ほ ぼ 一 致す るも の で あ っ た ． 膵抽
出物 に お い て も比 較的高濃度の gala nin 様免疫活性を
ラ ッ ト， ブ タ組 織中に 認 め た． ラ ッ ト膵抽出物で は
0．65士0．26 fm ol m g 湿 重量 くn ニ 51， ブタ 抽出物では
9．16士3．90 fm ollm g 湿重量 くn ニ 51 で あ っ た．
ブ タ膵抽出物に お け る gala nin 様免疫活性の 希釈曲
線 は図 3に 示 すよ う に ブタ galanin 標準曲線と並行で
あ るが ， ラ ッ ト膵抽出物 に お い て は， 並行性を認めな
か っ た ．
つ い で ， 膵抽出物の ゲ ル ろ過に よる 検討を行 っ た．
ブ タ膵抽出物 の ゲ ル ろ過 に よ る検討で は， 1 2 5トgalal血
と 同 一 の 位置に の み 溶出す る単 一 の ピ ー ク を認めるの
に 対 し， ラ ッ ト膵抽出物で は
125I－ gala nin に一一 致する
ピ ー ク と それ より高分 子 画分 に 溶出す る 二 つ の ピ
ー ク
Gala nin の イ ン ス リ ン 分泌に 及 ぼ す影響 863
Peptide くfm oVtubeI
Fig． 2． Displa c e m ent of cu rv eS Ofsynthetic gala nin fragm e ntsin the gala nin RI A
With a ntis er u mくR 19851－ Ass ay co ndit o n s a r etho s edes c ribed in Fig， 1． く中 一 書l，
gala nin く1－29h く0 － OJ， gala nin く3－29ぃくヤ ー り ， gala nin く10－29h くロ ー ロ1，
gala ninく15－291－ RIAsho w ed no c ro s s－ r e a Ctivity with ga str ointestinalpeptide sくム
ー AJsu ch a sG R P， n e u r Okinin A， ne urO m edin B， Substa n c eP，hu m an PP， N P Y，
P Y Y， V IP，ins ulin， glu c ago n a nd s o m ato statin ，
Tablel． G alaninTlike im m u n ore a ctivity in
porcin ega strointe stin altiss u e s
Tiss u e Im m u n or e a ctivity
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Esophagu s
Sto m a ch
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a ntr u m
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Table 2． G ala nin －1ike im m u n ore a ctivity in
r at ga strointestinaltis su es
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A de n o sto m a ch













蹄fm ol gala nh－ equiv ale nt per mg w et
W eight tis s u e． Valu e s are e xpres sed in
m e a n士 S E M． n ニ 5
を認め た く図4う．
III． 単離ラ ッ ト膵潜流
1 ． Gala nin 単独投与 に よ る効果
10－7 M お よ び 10A8 M gala nin 単独投与 に お い て ， 100
mg ％ グル コ ー ス 存在下 に お い て 注入 直後 に ， イ ン ス
リ ン お よ び グ ル カ ゴ ンの 両免疫活性濃度 の 上昇が 小さ
864
Dilutio n
1 1 6 6 4 2 5 6
Gala ninくfm oV tubeJ
Fig． 3． Dilutio n c u rv e S Of po rcin eくO M Ol a nd
r at tiss u e e xtr a cts of pa n cr e a sくt
－ り a nd
do se－ r eSpO n Se Cu rv e Ofsta nda rdsynthetic gala nin
く中 一 書Jin gala nin RI Awith a ntise ru mR 1985．
い 放出 ピ ー クと して 認め た． その 後， 両者と も に その
放出が 抑制 され る傾向を示 した ． な お， イ ン ス リ ン に
関 して は， gala nin に よ る刺激中止後 に 1相性の 免疫
活性濃度の上 昇 を認 めた． 10
－ 9 M galanin の 単独投与
に お い ても ，刺激終 了後のイ ン ス リ ン 放出を認 めた が，
10
－ 8 M gala nin 投与 に 比較す る と低値 であ っ た ． 以上
の結果 より， 以下の 実験 に 10
－ 8 M gala nin を使用 し
た
．
一 方， グル カ ゴ ン放 出に 関 して は， 刺激終 了後も
有意 な変化 を観察 しな か っ た ． な お ， 本港流系に おい
て ， gala ninに よ る ソ マ ト ス タ チ ン の 分泌刺激 は全く
認め られ なか っ た く図51．
2 ． グル コ ー ス 刺激 に よ る イ ン ス リ ン と C ペ プ チ
ド放出に 及ぼ す 10－8 M gala nin の 抑制効果
1う低浪度グル コ ー ス く150m g ％う刺激に 対す る抑
制効果
10
－ 8M gala nin の投与開始 10分後 に 150mg ％ グ
ル コ ー ス を同時投与 し， 20分間投与 を継続 し た． 10－8
M galanin の存在下，150m g ％ グル コ
ー ス に よ るイ ン
ス リ ン 放出総 量 は 70．1士15．6ng くn ニ 5フ で あ り ， 一
方， 対照群 と して 150mg ％ グ ル コ ー ス 単独投与 の 場
合 113．5士19．6ng くn ニ 5う で あ っ た ． す な わ ち， 10，8
M gala nin 存在下，150m g ％グ ル コ ー ス に よ るイ ン ス
リ ン放出総量 は，有意で は ない が低下の 傾向を示 した．
しか し， 第 1 相の イ ン ス リ ン放 出に 関 して は， 10．8 M
gala nin 投与で 8．7 士2．8ng で あ り， 対照群18．3士2－1
ng に 比 し有意の低下 を示 した．
C ペ プチ ド の放出に つ い て も， 10－8M gala nin 投与
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0 1 0 2 0 30 4 0 50
耶m eくminl
Fig． 5． IRIくe p Ol a nd I R－G く0一－L一一OJlev els
fr o mis olated r at pa n c r e a s whe n pe rfu s ed with
the m ediu m c o ntaining lO－8 M galanin． Results
a repre s ented a sMe a n士 S E Mくn ニ 51． Valu es of
Sta Stic alsignific anc e ar e
．
， Pく0．05 a nd
H
， pく0．01v sba s a1 1e v els．
42．2士4 ．6ng で あり ， イ ンス リ ン と同様有意 ではない
が放 出量 の 低下傾向 を認 めた ． ま た， 第1 相の C－ペ プ
チ ド放出刺激 に 関 して も ， イ ン ス リ ン 放出の それと同
様有意の 低下 を認め た く表3ン．
2 う高濃度 グル コ ー ス く300mg ％う 刺激に 対する抑
制効果
10
－ 8 M gala nin の 存在下 ， 300 m g ％グ ル コ
ー ス に
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Fig．6． Effe ct of lO，8 M gala nir1 0 n300m g％
glu c o se－indu c ed in sulin くal a nd C－peptide くbン
r ele as e． く中 N 中1 with lOJ8 M gala nin a ndく0
－－一一－01witho utgala nin． Re sult a r epre se nteda s
Mea n 士 S E Mくn ニ 5へ 91．
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よ るイ ン ス リ ン 放 出総量 は 72．7士9．3ng くn ニ 61 で
あっ たの に 対 し，300m g ％グル コ ー ス 単独投与 に よ る
対照群放出総量は， 165．9土27．3ng くn ニ 101で あ っ た ．
す なわ ち ， 10
， 8M gala nin の存在下， 300m g ％グ ル
コ ニ ス に よ る イ ン ス リ ン 放 出 は 対照群 に 比 し 約
43．8％に 低下 した． ま た， 第 1相， 第2相， 総量 の い
ずれ に お い て も， 有意の イ ン ス リ ン放出の 低下が認め
られ た ．
同 条件下， C ペ プ チ ドの 放出総量 は 25．2士6．4ng
くn 二 引 で あ っ た
．
一 方 ， 対 照 群 で は60．8士12．2ng
くn ニ 引 で あ っ た ． す なわ ち， 対照群に 比 し， C． ペ プチ
ドの 放出も約 41 ．4％に低下 し， イ ン ス リ ン 放出の 低下
に 並行 して お り， その 第1相お よび放出総量の両者 に
つ い て有意の 低下 を示 した く図6う．
3う 300m g ％グ ル コ ー ス 刺激 に よ る イ ン ス リ ン と
C． ペ プ チ ド放出に及 ぼす gala nin濃度の 効果
Gala nin 濃度 を 10－7 ， 10－9 ， 10－ 1 0M と し， 10－ 8 M
galanin 投与 の 場合と同様の 方法に よ り gala nin 投与
開始 10分後 に， 300mg ％グ ル コ ー ス を 20分間同時注
入 した， 高濃度 グル コ ー ス に よ るイ ン ス リ ン放出は，
10，7 M gala nin 濃度の 投与 に よ り，10
－
8 M の 場合と 同
様， 第1相， 第2相お よび総量 に お い て 放出を有意に
抑制 した． 10
－
9M gala nin に よ っ てもイ ン ス リ ン 放出
Table 3－ Effe ct of lO－BM gala nin o n150m g％ glu c o se－indu c ed ins ulin a nd C－PePtide
rele a s efr o mis olated pe rfu s ed r at pa n cr e as
Integrated r ele a sedIRIa nd IR－C Pくng equiv ale ntl
lst pha se 2nd pha s e Total
Co ntr ol 1 8．3 士2．1 95．2士17．6 113，5 士1 9．6
10－8M gala nin 8．7 士2．8ホ 61．5 士13．4 70．1 士15．6
Co ntr o1 7．2士0．3 35．0 士 4．4 42．2士 4．6
10MBM gala nin 3．2士1．2＋ 23．9士 5．1 27．1 士 5．8
Valu e s ar e expres sed in m ea n 士 S E Mof 5rats ．
傘Pく0．05 vs c otr oI v alu e
Table 4． Effe ct of lO－L OA vlO－7M galanin o n30m g％ glu c o s e－indu c ed in s ulin
くIRlい ele a s efr o mis olated perfused
．
r at pa n c re a s
Gala nin Integrated r ele as ed IRIくng equiv ale ntl
ad ded lst pha se 2nd phas e Total
Co ntr o1 31．5 士6．4
1 0．川M 27．4士7．0
1 0．月 M 1 6．5 土5．7
1 0－8 M 7．8士2，2ホ
10．7 M 9．1 士3．1ホ
134． 士21．6 165．9 士27． 3
138．2 士24．7 165．6 士31．5









Valu e s are e xpr e ss ed in m e a n士 S E M． n ニ 6
h
vlO
串 pく 0．05v s c o ntroI v alu e
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M galanin o n 300m g％ glu c os e
－indu c ed
C－PePtideくI R－C Plrele a sefro m is olated perfu s ed rat pa n cre a s
Gala nin Integrated r ele a sed IR
－C Pくng equiv ale ntl
added lst pha s e 2nd pha s e Total




10．T M 2．0 士1．0ホ
49．8士11．0 60．8 士12．
42．4士11．6 48．2 士12．6
29．4 士1 2．2 36．8士15．4
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Fig． 7． Total I RIくala nd I R－C Pくbいelea s eindu c ed by 300m g ％ glu c o sein the pr es e n c e of
lO
－ 1 0旬 10－7 M gala nin ． Re sults a r epr e se nted a s Me a n士 S E Mくn 二 5へ 9ン． Valu e s of
statisc al signific a n c e a r e
ホ
， pく0．05v s c o ntrol lev el．
は抑制 され る傾向を示 した く表 4I． C ペ プチ ドの 放出
に つ い て も ， 10
－ 7M gala nin に よ り その 第 1 相と第 2
相の 放出な ら び に 放出総量 に お い て ， ま た， 10－8 M
gala nin で は第1相の 放出お よび 放出総量に つ い て そ
れ ぞれ 有意の 抑制 を示 し た． Gala nin の 10
－ 9 M およ び
10－1 けM 濃度の投与 で は， 有意 で は な い が 抑制傾向を
示 した く表 51．
以 上 ， gala nin は， 図 7に 示 す よう に， 対照群に 対 し
て用 量依存的に 300m g ％グ ル コ
ー ス 刺激下 に お け る
イ ン ス リ ン放出を抑制 した ． また ， 同時に C－ ペ プチ ド
の 放出もイ ン ス リ ン と 並行 して 抑制 され る こ と を明ら
か に した．
考 案
合成 gala nin を抗原 と し家兎で 産生 し た抗 gala nin
血清 R1985 は， 合成 gala nin 関連 ペ プ チ ドお よ び構造
類似 の 脳一腸 ペ プチ ドの 交差反応性 か ら gala nin に特
異的で あ る こ と を証明 し た ． 次 に 本 抗血清 を 用 い ，
1 25I一 合成 gala nin を 標識抗原と し， 合 成 gala nin を標
準抗 原 と す る RI A系 を 確 立 し た． 本 RI A系 は
gala nin C端 に 特異的で あり， 最小検出限界は 4fm ol，l
tube と高感度で あ っ た ． 本 RI A系を用 い ， ラ ッ トおよ
び ブ タ消化管， 膵抽出物 を検討 した と こ ろ ， 広 範動こ
gala nin 様免疫活性が存在す る こ と を確認し た． 膵組
織に お い て も 比較的高濃度の gala nin 様免疫活性が検
出さ れ た． ブ タに 比 し ラ ッ ト抽出物中の 免疫活性濃度
が低値で あ っ た ． こ れ は本 R王A系が ブ タ特異 Ri A系
で あ り， ラ ッ ト gala nin の ア ミ ノ 酸配列が ブタの それ
と異 なる た め と推定され た2110さ． ゲ ル ろ過 に よる検討に
て も ブタ 膵に お い て は 1 25I－galanin に 一 致す る単
一 の
Gala nin の イ ン ス リ ン分泌に 及 ぼ す影響
ピ ー ク を認め るの に 対 し， ラ ッ ト膵 は 1 25トgala nin に
一 致 する位置と それ よ り早 く溶出す る 二 つ の ピ ー ク よ
り形成され た． Ba u e rら101 22Iも じ 卜， ネ コ 副腎， ヒ ト腸
管に お い て 同様二 つ の ピ ー ク よ り形成 され る こ と を報
告し， 大分 子 gala nin の 存在を明 ら か に した ． 以 上 の 結
果より gala nin の 種差 に よ る ア ミ ノ 酸 配列， 分子 型 が
異なる こ とが 推定さ れ た ． ブ タ gala nin に つ づ き， ウ シ
gala nin の cD N A解析 に て その 前駆体 の 構造決定が
なさ れ たが
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， 他 の 動物種 に お け る ア ミ ノ 酸配列 は
不明 で あ る． 今後， 各種動物の gala ninの 構造決定する
こ とに よ り更に 詳細 な検討が期待さ れ る．
Gala最n は， も と も と化学的検索に よ り単離 され た
ことから， その 生理 作用 が明 ら か で な か っ たが ， 最近
発表され た Roka e u s細 の 総説 に は， in viv o，in vitr o
に て様々 な生理 作用 が報告さ れ てい る
． その な か で も ，
galanin は単離当初よ り， 用 量依存的 な血糖上昇作用
が認め られ ， 膵 ホ ル モ ン に及 ぼす影響が 示 唆され ， そ
の後， イヌ ， マ ウス ， モ ル モ ッ トに お ける イ ン ス リ ン
分泌抑制作用 が 明 らか に され た1 3 ト 1 7l． 一 方免疫組織学
的にも， 藤田お よ び岩永は， ブタ 掛 こ は本血清 R1985
を用い て ， gala nin 含有神経 の 存在を確認 し く私信う，
Du n ning ら
1 4Iも ， イ ヌ ， ラ氏島周囲に 同様 gala nin 含
有神経の 存在 を認 め て い る． 膵 ラ 氏島周 囲 に お け る
gala nin 含有神経存在及び， 比較的高濃度免疫活性の
膵組織 に お ける存在は ， 膵機能 に お け る この ペ プ チ ド
の生理 学的役割 の 可能性 が示 唆 され る が， ラ ッ ト膵内
分泌に 及 ぼす影 響に 関し ては， 詳細な検討 はな され て
い ない ． こ れ らの 知見 に 基づ い て ， 単離 ラ ッ ト膵漂流
系を用 い ， 高純度の 合成 ブタ gala nin を投与 す る こ と
によ りラ ッ ト膵内分泌 ホ ル モ ン ヘ の 影響 を検討 した．
この 結果， 低濃度 グル コ ー ス 存在下， gala nin の 単独投
与によ り， イ ン ス リ ン 分 泌 は， 有意 で はな い が低下傾
向を示 した
．
また ， gala nin 投与終 了時 に ， イ ン ス リ ン
分泌の 一 相性の 放出 を認め た． こ れ は， gala nin に よ る
イ ン ス リ ン分 泌抑制に よ る リ バ ウ ン ド現 象に よる こ と
が考え られた が， その 詳細 な理 由に つ い て は不明 で あ
る． 本条件下 で は， gala nin に よ る グル カ ゴ ン 分泌およ
び ソ マ ト ス タ チ ン 分 泌 へ の 影響 は ほ と ん どみ ら れ な
か っ た ．
つ ぎに 低濃度 く150m g ％う， 高濃度 伽O mg ％ げ
ル コ ー ス 刺激に よ る イ ン ス リ ン と C ペ プ チ ド分泌 へ
の gala nin の 作用 を検討し た． そ の 結果， イ ン ス リ ン と
Cペ プ チ ドの 放出は用 量依存的に galaninに よ り抑制
される こ と が 明 ら か に な っ た
．
以 上 の 結果， 著 者 は
gaIanin が， ラ ッ ト膵濯流系 に お い て初 め て イ ン ス リ
ン， Cペ プチ ド分 泌に 対 し て抑制的に 働 く新 しい 神経
ペ プ チ ドで あ る こ と を明 らか に した
．
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Gala nin の C 端 部 ア ミ ノ 酸 配列 は， G R P やs ub．
Sta nC e P の ほか ブ タ脊髄 か ら単離さ れ た n e u rokinin
A25，， n eu rOkinin B2 51， n OurO m edin B抑 の ア ミ ノ 酸配
列と比 較的構造が類似 して い る
．
しか し， gala nin を除
き土れ ら の ペ プチ ド はい ずれ もin viv oの 実験系でイ
ン ス リ ン分泌克進作用が報告され て い る2 7ト 細
．
ま た，
われ わ れ 和 も， 本研究の単離ラ ッ ト膵濯流系 に お い て，
これ ら ペ プチ ドが， グ ル コ ー ス 刺激イ ン ス リ ン 分泌 に
対 して放出完進作用 を示 す こ と を確認 してい る
．
これ
らの 知見は， gala山n と こ れ ら構造類似 の ペ プチ ドの
間で 受 容体認識機序 に お い て 明ら か に異 なる こ と を示
唆し てい る
． 今後， gala nin を含め て これ らの構造類似
ペ プチ ドの 受容体認識機構 に つ い て 詳細な検討が必要
と思わ れ た．
G ala nin の イ ン ス リ ン 分泌の 抑制機序は明らか で な
い が ， イ ン ス リ ン分泌を抑制 する ペ プチ ド で ある ソ マ
ト ス タ チ ン3 1や ， 抑制型 の ペ プ チ ドと して の オ ピオ イ
ドペ プ チ ド， カ テ コ ラ ミ ン の 関与 も考え られ る
． 今回
の 実験 に お い て は， gala nin 単独刺激時 に 濯流液中の
ソ マ ト ス タ チ ン の 濃度に は変化 を認め なか っ た こ と よ
り gala nin の イ ン ス リ ン 分泌抑制 に は ソ マ ト ス タ チ ン
の 関与は少 ない と思 わ れ るが， パ ラク ライ ン と し ての
局所的な作用 な どは否定 で き ない ． ま た， 本研究 の in
Viv o系で gala nin の イ ン ス リ ン 放出抑制作用 に つ い
て そ の 機序の 解明は今後の課題で ある が， 最近 A bre n
ら1 61は， gala nin の イ ン ス リ ン 分泌抑制の磯序 の 一 つ
と し て ， マ ウ ス 膵ラ氏島に お い て， グル コ ー ス 刺激に
よ る細胞質内fr e eCa2＋ の 上 昇を gala nin が抑制 す る
こ と を明 らか に した． こ の 事よ り， gala nin の イ ン ス リ
ン分 泌の抑制機序 の 一 つ と し て Ca チ ャ ン ネ ル の 関与
が示 唆され た．
本研究に お い て ， C－ ペ プ チ ドの 放出もイ ン ス リ ン と
同様抑制さ れた
．
プ ロ イ ン ス リ ン の プロ ツ セ シ ン グに
よ り 月 細胞 でイ ン ス リ ン と C－ ペ プ チ ドが 等モ ル 比 で
生成す る こと が知 られ て い る こ と32，か ら， galanin は，
直接 ガ 細胞に 作用 し， 両者の 分泌 を抑制 して い る 可能
性が考え られ た． 著者の 成績 で は， Cペ プ チ ド分泌 量
は モ ル 比 でイ ン ス リ ン 分泌量 の 約67％ に しか 相当 し
なか っ たが ， そ の 理 由と して 今彼使用 した ラ ッ ト C ペ
プチ ドの R工A系は ラ ッ ト C． ペ プ チ ド工 ， IIを同等 に
認識す るが ， そ の C 末端を欠く t tpeptide－A
，，
を認識
しな い 33Iた めと推定さ れ る． こ の こ と を考慮 に い れ る
と単離ラ ッ ト膵潜流系に お い て galanin はイ ン ス リ ン
と C ペ プ チ ド を ほぼ 等モ ル で 抑制 して い る も の と 推
定さ れ た．
Gala nin は， 中枢 に も広範囲に 分布し て お り， その 生




Ba u e rら341は， galanin の ヒ ト末梢静脈投与 に お い
て， grOWth ho r m o n eくG Hlの 放出刺激 を報告 し て い
る
．
ラ ッ ト脳室内注入実験に お い て も ， G Hの 放出
3 5I及
び プ ロ ラ ク テ ン放出3 61が認 めら れ てい る ． な お ， プ ロ ラ
ク チ ンの 放 出克進作用 に 関 して は， V工Pの 関与が 示唆
され た． ブ タ， モ ル モ ッ ト， ヒ ト腸管神経叢 に お い て
は， VIP とgala nin が 共存 して い る こ とが明 ら か に さ
れて い る 刷 ． イ ン ス リ ン 分泌冗進作用 を持 つ VI P抑 と
分泌 抑制作用 の gala nin の 共存は， 膵P 細胞 に お い て
も相互 に イ ン ス リ ン 分泌調整 に 関与 して い る 可能性が
考 えられ る．
神経系に お い て ， gala nin は， ド ー パ ミ ン ， ア セ チ ル
コ リ ン の 放出抑軌 電気刺激に よ る シ ナ プ ス 反射抑制
な ど， 抑 制型 に 作用 す る ペ プ チ ド で あ る こ と が 報
告堀 中 叫 され て い る ． 最近で は， 脳室内注入 に よ る食欲
瓦進作用4 1， 褐色細胞腰に お い て galanin の 組織内濃
度の 高値も報告1 1増 れ， gala nin の 多彩な 生理 作用 が
示唆 され るに い た っ た ． 本研究 で 初め て， in vitro 膵
液流系 を用 い ， 神経ペ プチ ド gala nin が強力なイ ン ス
リ ン と Cペ プ チ ドの放出抑制物質 で あ る こ と を明 ら
か に し た． Galanin は抑制型神経ペ プ チ ドと して 今後
生体内に お け る意嵐 生理作用の 解析が 必 要である と
考 えら れた．
結 論
神経ペ プチ ド gala nin の 生体内 に お け る生理作用 を
追求する 一 環と して ， 合成 gala nin を用 い て， 以下の結
論 を得た．
1 ． 合成 gala nin を用 い て ， gala nin C 端特異 RI A
系を確立 した．
2 ． ラ ッ ト， ブタ消化管全域 に ， galanin 様免疫活性
の存在を認め た． 掛 こも 比較的高濃度 の 免疫活性 を認
め た．
3 ． ラ ッ ト， ブタ膵 内の 分子存在様式を検討 した結
果， ブタ膵 で は 1 251． 卵1anin に 一 致す る 単
一 の 免疫活
性で ある の に 対 し， ラ ッ ト膵 で は ， 1 2 5I．gala nin に 一 致
す る免疫括性 とそれ よ り大分子 型 の免疫活性 の 2者の
存在 を認め た．
4 ． ラ ッ ト単離膵濯流系に お い て， gala nin 単独刺
激で はイ ン ス リ ン放 出の抑制傾向 と刺激終了後の 一 相
性の 免疫括性の 上 昇を認め た． グ ル カ ゴ ン ， ソ マ トス
タチ ン の放出に 関 して は変化を認 め なか っ た ．
5 ． 低濃度， 高濃度 グ ル コ ー ス 刺激下に おい て ，10
－ 8
M gala nin は， イ ン ス リ ン と Cペ プ チ ドの 放 出を有意
に抑制 した．
6 ． Gala nin は， 高濃度グル コ ー ス 刺激下に お い て ，
用量依存的に グ ル コ ー ス 刺 激時の イ ン ス リ ン と C－ ペ
プチ ド放出を抑制 し た．
以 上 の 結果 は，gala nin が膵 P 細胞 に お い て ， イ ン ス
リ ン と Cペ プ チ ド放出に 抑制的 に 作用 す る 新しい 神
経 ペ プ チ ドで ある こ と を示 した．
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Abstra ct
Gala nin ， Which w a s o rlgln ally lSOlated 丘
．
o m porcin e inte stin e， has be e nknow n t obe a
n e u r opeptide with 29a min o a cid re sidu e s． In the prese nt study， a PO r Cin e galanin speci凸c
r adioim m u n o a s s ay syste m w a sde v elo ped u sl ng a ntl－gala nin s e r u mR 1 98 5， W hich w a s r aised in a
r abbitbyim m u nizl ng Synthetic po r cinegala nin －bovin e se r u malbu min c o nJugate ． This a ntis e r u m
W aSfbund to r e c ogn lZ ethe C －ter min a1 1 5－2 9sequ e nce a nd pr o ved to be speci丘c fbr po r cine
gala nin － Using this r adioim m u no a ssay， distributio n of im m u n o re a ctiv eりRlgalanin in r at a nd
POr Cin ega strointestin altr a ct a nd pan c re as w e rein v estlgated． T he im m u nore ac tlV lty WaS Widely
distributed in the gastrointe stin al tr a ct a nd pan cr e as－ Gelnltr atio n analysIS reV e aled thatI R
gala nin in the tiss u e e xtr a cts of r at pa ncr e a s contain ed， a S a m aJO r COm POnent， a galnin －1ike
Peptide with a la rge rfbr m c o mpon e nt－ Fu rther， the e恥 ct ofgala nin upo n the r ele a seofsom e
pa n c r e atic hor m o n es wasin v estlgated in the ba s alpe rfusion m ediu m oftheis olated ratpan c r eas．
10－8 M gala nin didnot show a ny efrtct o n the r ele a s e ofglu c agon and som ato statin， While the
ins ulin r el a s e w a s w e akly redu c ed by 10－8 M gala nin ，fbllo w ed by a m a rkedincreas ebeyo ndthe
bas al le vel im mediately afte r stop pl ng Ofthe pe rfhsion with gala nin ． W he n the is olated r at
Pa n C re a S W a SPe rfus ed with a m ediu m containing eithe r1 500 r300m g％ glu c os e， the r ele ase of
im m uno r e a ctiv einsulin and C－pePtide w a s slgni凸c a ntly s up pre sed by the pre se n c eof 10
－ 8 M
galanin． G ala nin conc e ntr atio n r a ngl ng 丘o m 10
－ 1 0 t o l O－7 M pr odu c ed a do s e－depende nt
SupPreS Sion of in s ulin a nd C－ pePtide rele a seinduced by 30 0mg ％ glu c o s e． T he pres ent re s ults
indic ate that a nov el n e u r opeptide in the pa ncr e as， galanin ， is a pote ntinhibito r o nin sulin
Se Cr etio n from the pancre atic p cell．
